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In oxidativ gestressten Zellen kann die unmittelbare Steigerung der
intrazytosolischen Ca2+-Konzentration (aus intra- bzw extrazellulären
Kompartimenten) mittels Fluoreszenzspektrometrie visualisiert werden.
The Ca2+ indicator dye Fluo-4 AM allows the determination of cytosolic
Ca2+ shifts from intra- and extracellular sources after a cytotoxic
application of the oxidative stress mimic compound H2O2.
Hintergrund
ó Zelluläre Systeme reagieren auf verschie-
denen hierarchischen Ebenen bei einem toxi-
schen Angriff. Je nach Art und Dosis des
Agens antwortet die Zelle mit einer möglichen
Reparatur der Schädigung, mit Seneszenz
oder dem Tod.
Freie Sauerstoffradikale (reactive oxygen spe-
cies, ROS) spielen eine zunehmende Rolle im
Verständnis komplexer pathophysiologischer
Prozesse, welche ausgehend von einzelnen Zel-
len eine profunde Gewebezerstörung zur Fol-
ge haben können. Störungen der Redoxbalan-
ce sowie das kurzzeitige massive Auftreten
von ROS gelten als primäre Ursache von aku-
ten pathologischen Gefäßveränderungen (z. B.
Hirnschlag, Ischämie/Reperfusion). Daneben
sind ROS maßgeblich an Alterungsprozessen
beteiligt. Freie Sauerstoffradikale sind höchst
reaktiv und führen zur Oxidation von Pro-
teinstrukturen, Lipidperoxidation und zu diver-
sen oxidativen Schädigungen von Nukleotiden
bis hin zu DNS-Strangbrüchen. All diese Ver-
änderungen werden unter dem Schlagwort
„oxidativer Stress“ zusammengefasst.
Physiologisch entstehen freie Sauerstoffra-
dikale unter anderem als Beiprodukt der Zell-
atmung in den Mitochondrien, aus denen sie
entweichen können. Hauptquellen stellen hier
insbesondere Monoaminooxidasen und die
Komplexe I und III der Atmungskette dar.
Auch durch die Monooxygenase-Reaktionen
der Cytochrom-P450-Enzyme im endoplas-
matischen Reticulum können während der
ersten Phase im Fremdstoffmetabolismus
beträchtliche Mengen an ROS entstehen.
Daneben sind freie Sauerstoffradikale aber
auch ein etablierter Abwehrmechanismus
gegen bakterielle und virogene Infektionen
sowie Entzündungsreaktionen.
Um die oben genannten chemischen Modi-
fikationen zu unterbinden, besitzt die Zelle
ein Arsenal von enzymatischen und nicht
enzymatischen Antioxidantien, welche freie
Sauerstoffradikale unschädlich machen kön-
nen. Diverse Metallion-abhängige Super-
oxiddismutasen (SOD) sind direkt vor Ort
lokalisiert und können je nach Bedürfnis
mittels gesteigerter Genexpression reguliert
werden. Die oxidierte Form des Enzyms rea-
giert mit einem Superoxidion (O2
-) unter Bil-
dung von Sauerstoff und der reduzierten Form
des Enzyms. Diese Form reagiert weiter mit
einem zweiten Superoxidion und zwei Proto-
nen. Dabei entsteht Wasserstoffperoxid (H2O2)
und die oxidierte Form des Enzyms. Die all-
gemeine Reaktion lässt sich durch die Formel
2 O2
- + 2 H+ → H2O2 + O2 veranschaulichen.
Als primäres nicht enzymatisches Antioxi-
dans ist hier das Pseudotripeptid Glutathion
(GSH) zu nennen.
Im Zellkulturmodell dient häufig Wasser-
stoffperoxid als gut etabliertes Agens für die
Oxidativer Stress
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˚ Abb. 1: Schematische Darstellung der fluoreszenzspektroskopischen Bestimmung des zytosoli-
schen Ca2+-Spiegels mittels Fluo-4. Der Farbstoff Fluo-4 AM wird extrazellular appliziert und dif-
fundiert in die Zelle. Dort wird er durch Esterasen zur Kalzium-bindenden Form Fluo-4 5’ metabo-
lisch aktiviert. Probenzid verhindert das Ausströmen von Fluo-4 5’ aus dem Zytosol.
Untersuchung der Physiologie und Patho-
physiologie von oxidativem Stress. Im Fol-
genden wird der Anstieg zytosolischer Ca2+-
Gehalte als direkte Folge einer oxidativen
Schädigung in embryonalen Mäusefibroblas-
ten (MEFs) erläutert.
Zytosolischer Ca2+-Spiegel als
Viabilitätsparameter
In ungeschädigten Zellen unterliegt die Kon-
zentration von Kalziumionen (Ca2+) einem
starken Gradienten an der Zellmembran. Die
zytosolische Ca2+-Konzentration ist mit ca.
100 nM etwa 10.000fach niedriger als die im
extrazellulären Raum (ca. 1 mM). Dieses
Gefälle wird durch mannigfaltige Ionentran-
sporter in der Zellmembran stabilisiert und
bleibt unter physiologischen Bedingungen
stets konstant. Neben der Zellmembranbar-
riere gibt es auch innerhalb der Zelle Orga-
nellen, welche als Puffer und Speicher von
freien Ca2+-Ionen fungieren können. An erster
Stelle ist hier das endoplasmatische Reticu-
lum zu nennen, welches ein Vielfaches des
zytosolischen Ca2+-Gehalts beherbergen kann
(ca. 500 μM). Aber auch Mitochondrien sind
ein dynamischer intrazellulärer Ca2+-Spei-
cher und können schnell und effektiv freies
Ca2+ aufnehmen. Daneben können Kalzium-
bindende Proteine, z. B. Calmodulin, über-
schüssiges Ca2+ abfangen und so helfen, die
intrazelluläre Kalziumhomeostase aufrecht-
zuerhalten.
Ein Anstieg des zytosolischen Ca2+ stellt
für die Zelle ein bedrohliches Ereignis dar
und führt, falls er nicht abgepuffert und eli-
miniert wird, zu einer unumkehrbaren Schä-
digung bis hin zum Zelltod. Freie und an Pro-
teine gebundene Ca2+-Ionen starten intrazel-
luläre Signalkaskaden, z. B. die Aktivierung
von Kalzium-abhängigen Zelltodproteasen
(Calpaine), und vermitteln so als second mes-
senger die auftretende Zytotoxizität.
Die Messung von zytosolischen
Ca2+-Ionen nach oxidativem Stress
in MEFs
Unter Laborbedingungen kann der zytosoli-
sche Anstieg freier Ca2+-Ionen z. B. durch den
Kalzium-bindenden fluoreszierenden Farb-
stoff Fluo-4 AM analysiert werden (Abb. 1). In
Suspension wachsende oder kohärent kulti-
vierte Zellen werden mit dem zellpermeablen
Farbstoff geladen, welcher nach metabolischer
Aktivierung durch intrazelluläre Esterasen
in die Kalzium-bindende Form Fluo-4 5’ über-
führt wird. Diese aktivierten Moleküle bin-
den freies Ca2+ mit einer Dissoziationskon-
stanten von 345 nM [1]. Das so gebundene
Ca2+ kann fluoreszenzspektroskopisch dar-
gestellt werden. Die Anregungswellenlänge
beträgt 485 nm. Gemessen wird bei einer
Emissionswellenlänge von 535 nm. Der paral-
lele Einsatz des Anionentransporterblockers
Probenzid verhindert ein Ausströmen der
aktivierten Fluo-4-5’-Moleküle aus der Zelle.
Der zytosolische Anstieg von Ca2+-Ionen
erfolgt unmittelbar nach der Applikation von
H2O2 (Abb. 2A). In unbehandelten Zellen
bleibt das Signal von Kalzium-aktiviertem
Fluo-4 5’ während der gesamten Messdauer
von 30 Minuten konstant. Werden die Zellen
jedoch mit H2O2 stimuliert, so steigt der RFU-
Wert (relative fluorescence units) abhängig
von der Dosis an. Durch eine Behandlung mit
5 mM H2O2 wird bereits nach 150 Sekunden
ein erstes Maximum erreicht, welches im
Anschluss partiell abgepuffert wird (bis ca.
650 Sekunden). Danach erfolgt ein zweiter
Anstieg des zytosolischen Ca2+-Spiegels, der
bis zum Ende der Messung anhält. Die gerin-
gere Dosis H2O2 (0,5 mM) folgt einer abge-
schwächten Kinetik und zeigt kein erstes
Maximum bei 150 Sekunden. Die Fluoreszenz
des Farbstoffs Fluo-4 5’ erlaubt zusätzlich eine
fluoreszenzmikroskopische Analyse der Zel-
len (Abb. 2B). Drei Stunden nach der H2O2-
Behandlung ist im Vergleich zu unbehandel-
ten Zellen eine deutliche Grünfärbung der
murinen Fibroblasten zu verzeichnen. Diese
Grünfärbung ist ein Indikator des cytosoli-
schen Kalziums, das an Fluo-4 5’ gebunden
ist.
Der Anstieg des zytosolischen
Ca2+-Spiegels korreliert mit der
Zytotoxizität von H2O2
Massive Konzentrationen von ROS können
zum Absterben der Zelle führen. Wir haben
die Zytotoxizität von H2O2 in MEFs mittels
dem metabolischen Zytotoxizitätstest Ala-
marBlue® bestimmt (Abb. 3A). In diesen
Experimenten werden die Zellen für vier Stun-
den mit dem blauen Resazurin inkubiert und
der Anteil des entstehenden pinkfarbenen
Metaboliten und Viabilitätsindikators Reso-
rufin mittels Fluoreszenzspektroskopie
bestimmt. Eine Applikation von 0,5 mM H2O2
initiiert nach 24 Stunden ca. 25 Prozent Zell-
tod. Die zehnfach höhere Dosis von 5 mM
H2O2 reduziert die Anzahl vitaler Zellen um
ca. 75 Prozent. Dieser Test bestätigt die Tat-
sache, dass eine gestörte intrazelluläre Kal-
ziumhomeostase als Initiator des Zelltods zu
˚ Abb. 2: Fluoreszenzspektroskopische Analyse von cytosolischem Ca2+ in embryonalen Mäuse-
fibroblasten nach H2O2-Applikation. A, RFU im Zeitverlauf  bei unterschiedlichen H2O2-Behandlun-
gen, RFU: relative fluorescence unit. B, Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von cytosoli-
schem Ca2+ drei Stunden nach der H2O2-Behandlung. Weitere Details im Text.
verstehen ist. Der sofortige und dosisabhän-
gige Anstieg des zytosolischen Ca2+-Gehalts
nach H2O2-Behandlung spiegelt die Ergeb-
nisse von Resorufin wider.
ROS mobilisieren interne und externe
Ca2+-Quellen
Wie bereits beschrieben, gibt es diverse
Ca2+-Quellen, die nach einer Toxingabe zu
einem Anstieg des cytoplasmatischen Ca2+-
Spiegels führen können. Durch den Entzug
von extrazellulärem Ca2+ im Puffer kann
mit dem Fluo-4-5’-Farbstoff der Anteil des
Kalziums bestimmt werden, der aus intra-
zellulären Speichern stammt. Wir bestimm-
ten diesen Anteil in MEFs, welche mit einer
subletalen (0,5 mM) respektive einer letalen
(5 mM) Dosis H2O2 behandelt wurden (Abb.
3B, C). Bei der H2O2-Konzentration von
0,5 mM werden fast ausschließlich Ca2+-
Ströme aus dem extrazellulären Raum beob-
achtet. Die höhere Dosis von 5 mM H2O2
evoziert Ca2+-Ströme aus intra- und extra-
zellulären Quellen.
Zusammenfassung
Oxidativer Stress ist toxisch und reduziert
dosisabhängig den Anteil vitaler Zellen. Der
erhöhte zytosolische Spiegel freier Ca2+-Ionen
ist ein unmittelbarer Parameter nach der
Applikation des ROS-Agens H2O2. Der Anstieg
des zytosolischen Ca2+-Spiegels aus internen
sowie auch aus externen Ca2+-Quellen kann
mittels fluoreszenzspektrometrischer Analy-
se des Kalzium-bindenden Farbstoffs Fluo-
4 AM bestimmt werden.
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˚ Abb. 3: Durch den Entzug von extrazellulärem Ca2+ im Puffer kann mit dem Fluo-4-5’-Farbstoff
der Anteil des Kalziums bestimmt werden, der aus intrazellulären Speichern stammt. A, Bestim-
mung der Zytotoxizität von H2O2 in embryonalen Mäusefibroblasten (MEFs) 20 Stunden nach der
Behandlung mit dem metabolischen Zytotoxizitätstest AlamarBlue. Die Zellen wurden für vier
Stunden mit dem blauen Resazurin inkubiert und der Anteil des entstehenden pinkfarbenen Meta-
boliten und Viabilitätsindikators Resorufin mittels Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. B, Ände-
rungen des zytosolischen Ca2+ nach einer subletalen H2O2-Dosis (0,5 mM) in MEFs in An- bzw.
Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ mittels Fluo-4-Assay. C, Analyse von Kalziumströmen nach
einer letalen H2O2-Dosis (5 mM) in An- bzw. Abwesenheit von extrazellulärem Ca
2+ mittels Fluo-4-
Assay.
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